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KLINIK CALISMA

Sensorinoral isitme kaybi1 olan kisilerde
mitokondriyal 12S rRNA (MTRNR1) geninin taranmasi

Screening of the mitochondrial 12S rRNA (MTRNR1I) gene
in probands with sensorineural hearing loss

Dr. Yaprak E. CIRCIR,"” Dr. Armagan INCESULU,’ Dr. Mustafa TEKIN"*

Amagc: Aminoglikozit kullanma &ykuisu bulunan ve
bulunmayan sensdrindral isitme kayipli olgularda
mitokondriyal DNA 12S rRNA (MTRNR1) genindeki
mutasyonlar aragtirildi.

Hastalar ve Yéntemler: Arastirmaya sendromik ol-
mayan sensdrindral isitme kayipli 70 olgu (40 ka-
din, 30 erkek; yas dagilimi 3-42) alindi. On bir bire-
yin dykusinde isitme kaybi gelismeden énce ami-
noglikozit kullanimi oldugu 6grenildi. Bitin olgular-
da 6énce GJBZ2 (connexin 26) geni tarandi ve nor-
mal bulundu. m.1555A>G mutasyonunun arastiril-
masinda PCR-RFLP ydntemi kullanildi. Daha son-
ra MTRNR1 geni PCR-TTGE ile tarandi. Bu tara-
mada bant farkhligi gdsteren érneklere dogrudan
dizi analizi yapildi.

Bulgular: Aminoglikozit kullanimi éykusi olan 11
hastanin birinde m.1555A>G mutasyonu bulundu.
Aminoglikozit kullanim dykulsi olmayan ve sensori-
néral isitme kaybi olan iki kiside m.750A>G polimor-
fizmi saptandi. Diger olgularda, patojenik olabilecek
baska bir baz deg@isimine rastlanmadi.

Sonug: Aminoglikozit ototoksisitesine yatkinlik ya-
pan en 6nemli DNA degisikligi olan m.1555A>G mu-
tasyonu disinda Turkiye’de yaygin bir mitokondriyal
12S rRNA mutasyonu bulunamadi. Ancak, bu genin
genis serilerde taranmasi daha az gérilen degisik-
liklerin saptanmasini saglayabilir.

Anahtar Sézcikler: Aminoglikozit; sensorinéral isitme kay-
bi/etyoloji; RNA/genetik.

Objectives: We investigated mitochondrial DNA
12S rRNA (MTRNR1) gene mutations as a cause of
hearing loss in probands with or without a history of
aminoglycoside use.

Patients and Methods: The study included 70
patients (40 females, 30 males; age range 3 to 42
years) with nonsyndromic sensorineural hearing
loss. Eleven probands had a history of aminoglyco-
side use before the onset of hearing loss. All cases
were first screened and found to be negative for the
GJB2 (connexin 26) gene mutations. The
m.1555A>G mutation was screened using the PCR-
RFLP technique. The entire 12S rRNA gene was
later screened with the PCR-TTGE technique fol-
lowed by direct sequencing.

Results: Of 11 patients with a history of aminogly-
coside use, one patient was found to have the
m.1555A>G mutation. Two probands with no history
of aminoglycoside use exhibited the m.750A>G
polymorphism. No pathogenic base substitutions
were detected in the remaining patients.

Conclusion: Apart from the common aminoglyco-
side ototoxicity-related DNA change, m.1555A>G,
we could not identify a common mitochondrial 12S
rBRNA mutation associated with hearing loss in
Turkey. Screening of larger series may document
rare alterations.

Key Words: Aminoglycosides; hearing loss, sensorineur-
al/etiology; RNA/genetics.
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Dogustan isitme kayb1 yaklasik 800 canli dogum-
da bir goriiliir. Tleri ve ¢ok ileri derecedeki isitme
kaybmin en az yarisinda genetik faktorlerin bulun-
dugu ortaya konmustur. Isitme kaybi bulunan bir
kiside ek bir klinik veya laboratuvar bulgusu varsa
ve bulgular bir sendrom tanis1 koymaya yetiyorsa
sendromik isitme kaybi oldugu soylenir. Eger ek bir
bulgu saptanamazsa sendromik olmayan isitme
kaybindan bahsedilir. Sendromik olmayan ve do-
gustan veya dil gelisimi Oncesi ortaya ¢ikan isitme
kaybi biiyiik ¢ogunlukla sensorindral isitme kaybi
seklinde goriilmektedir. Insan hiicreleri gekirdegin-
de yer alan kromozomlar tizerinde bulunan ve yak-
lasik ti¢ milyar baz uzunlugundaki genomik
DNA’da bugiine kadar 100’den fazla bolge ve 40’tan
fazla gendeki degisikliklerin sendromik olmayan
isitme kayb1 yapabildigi gosterilmistir."” Cok daha
kiiciik olan (yaklasik 15 bin baz uzunlugunda) mito-
kondriyal DNA’da ise 125 rRNA (MTRNR1) geni
basta olmak tizere bir grup gendeki mutasyonlar
sendromik olmayan sensorinoral isitme kaybiyla so-
nuglanabilir.”"

Mitokondriyal 12S rRNA (MTRNR1) genindeki
mutasyonlar diger mitokondriyal mutasyonlara
benzer sekilde maternal kalitim gosteren isitme kay-
b1 yapabilecekleri gibi, Mendel'in tanimladig1 otozo-
mal kalitim bigimlerinden birine uyan, genellikle az
sayida bireyin etkilendigi, ailelerde de bulunabilir.
Bu mutasyonlar aile 6ykiistinde hig isitme kaybi ol-
mayan kisilerde de isitme kayb1 nedeni olabilir.”
MTRNRI1 genindeki degisimlerden isitme kayipla-
rinda en sik rastlanan m.1555A>G mutasyonu he-
kimlik uygulamalar1 sirasinda bilinmesi gereken
ozel bir 6neme sahiptir. Bu mutasyon baska hicbir
faktor olmadan isitme kayb: yapabilecegi gibi, ami-
noglikozit kullanimina bagh isitme kayiplarinin da
onemli bir nedenidir.” MTRNR1 genindeki diger bir
degisim olan m.961delTCins(n) de yine aminogliko-
zit ototoksisitesiyle iligkili olarak tanimlanmistir.”
Yakin bir zamanda Cinli bir ailede tanimlanan ayni
gendeki m.1494C>T mutasyonunun da aminogliko-
zit ototoksisitesiyle iligkili oldugu bildirilmistir.” Bu
mutasyonlar disinda, MTRNR1 geninde isitme kay-
biyla iliskili olabilecek ancak biiyiik olasilikla ami-
noglikozit ototoksisitesi nedeni olmayan az sayida
degisiklik bildirilmistir."”

Isitme kayb1 nedeni olan mitokondriyal DNA de-
gisikliklerinin siklig1 toplumlar arasinda belirgin de-
gisiklik gostermektedir. Ornegin m.1555A>G mu-
tasyonu Yunanistan’da ve Ingiltere’de gok nadir
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saptanirken Uzak Dogu iilkeleri ve Ispanya’da bir
halk saglig1 sorunu olarak ortaya ¢ikmaktadir."

Tiirkiye’de dogustan veya dil gelisimi Oncesi
baslayan sensorinoral isitme kayipli ¢ocuklarda
m.1555A>G mutasyonu siklig1 yaklasik %1.5 olarak
bildirilmistir.” Yine m.961delTCins(n) mutasyonuna
Tiirkiye’de nadir olarak rastlanmugtir.” Ancak, Tiir-
kiye’de diger MTRNRI mutasyonlarmin bulunup
bulunmadig1 ve varsa sikliklar1 konusunda bir veri
bulunmamaktadar.

Bu arastirmanin hipotezi, daha 6nce mutasyonla-
rinm isitme kaybi yapti1 gosterilen MTRNRI genin-
de isitme kaybryla iliskili baska degisikliklerin bulun-
dugudur. Bu hipotezi test etmek i¢in sendromik olma-
yan sensoOrindral isitme kaybi bulunan ve aminogliko-
zit kullanma Oykiisti bulunan/bulunmayan bir grup
insanda MTRNRI geninin tamami incelenmistir.

HASTALAR VE YONTEMLER

Bu calismaya sensOrindral isitme kaybi olan ve
birbiriyle akraba olmayan 70 hasta (40 kadin, 30 er-
kek; yas dagilimi 3-42) alindi. Olgularin higbirinde
bir sendrom tanis1 konulmasmi saglayacak klinik
ve/veya laboratuvar bulgusu yoktu. Olgularin isit-
me kayb1 siddetleri orta-gok ileri dereceler arasinda
degisiyordu. Olgularin 11’inde aminoglikozit kul-
lanim Oykiisii vardi. Biri hari¢ tiim hastalarda do-
gustan veya prelingual baslangicli isitme kayb1 bu-
lunurken, 42 yasindaki bir erkek olguda isitme kay-
binin 24 yasinda aminoglikozit kullanimi sonrasi
basladig1 6grenildi. Bu olguda tiiberkiiloz tanisi son-
ras1 birkag doz streptomisin sonucu ¢inlama ile bas-
layan ve ilacin kesilmesine yol agan isitme kaybi Oy-
kiisii vardi. Aminoglikozit kullanim 6ykiisii olan di-
ger 10 olguda amikasin, tobramisin gibi bakteriyel
enfeksiyonlarda kisa siireli kullanilan ve isitme kay-
b1 ile dogrudan iligkilendirilemeyen kullanim 6ykii-
leri alindi. Yetmis olgu arasinda 21’inin aile dykiile-
rinde igitme engelli bagka bireyler vardi. Tki ailede
vertikal kalitim O0rnegi varken, higbir ailede belirgin
mitokondriyal (maternal) kalitm Ornegi gosterile-
medi. Aminoglikozit kullanim 6ykiisti olan 11 olgu-
dan ikisinin ailesinde isitme engelli baska bireyler
vardi. Diger dokuz hastanin ailelerinde isitme en-
gelli birey yoktu.

Olgulardan veya anne babalarindan, calismaya
baglamadan 6nce 22.10.2001 tarih ve 10-2001/141 sa-
yili Ankara Tip Fakiiltesi Etik Kurulu onayh bilgi-
lendirilmis onam alindiktan sonra antikoagiilanh
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tiiplere alinan periferik kan orneklerinden fenol-klo-
roform yontemiyle DNA elde edildi.

Biitiin olgularda once GJB2 (connexin 26) geni-
nin kodlayan ve kodlamayan eksonlari tarana-
rak"”" mutasyon olmadig1 gosterildi. MTRNR1 ge-
ni m.1555A>G mutasyonu daha 6nce tanimlanan
sekilde PCR-RFLP yo6ntemiyle tarandi.”” Daha
sonra MTRNR1 geni birbiriyle ortiisen dort bolge
halinde PCR ile ¢ogaltilarak PCR-TTGE (Temporal
Temparature Gradient Gel Electrophoresis) ile ta-
rand1 (bu yontemde kullanilan primer dizileri dile-
yenlere gonderilebilir). Bu taramada bant farklilig:
gosteren Orneklere dogrudan dizi analizi yapildi.
TTGE daha 6nce yapilan ¢alismalarda mitokondri-
yal DNA degisikliklerinin saptanmasinda duyarli-
l1ig1 ve homoplazmi-heteroplazmi ayirma giict
yiiksek, kolay ve ucuz bir teknik olarak bildiril-
mistir.""”

Tim PCR reaksiyonlarinda son konsantrasyonla-
r1 0.6 pikomol/pl olacak sekilde primer ciftleri kul-
lanild1. Diger PCR bilegenleri son konsantrasyon 0.2
mM olacak sekilde deoksintikleotittrifosfatlar
[dATP, dGTP, dCTP, dTTP (Fermentas, Litvanya)],
Tag DNA Polimeraz (Fermentas, Litvanya), 10 mM
TrisHCI (25 °C pH: 8,8), 50 mM KCI, %0.8 Nonidet
P40 ve 1.5 mM MgCl,'dir. Toplam hacim 25 pl'ye
ddH,0 ile tamamlanarak PCR yapildi.

PCR-TTGE’de yapilan PCR reaksiyonlar: igin
protokol 95 °C’de 5 dk denatiirasyon; bunu izleyen
35 siklusta 94 °C’de 1 dk, 56 °C’de 1 dk, 72 °C’'de 1
dk'dir. Son siklus 72 °C’de 10 dk olarak gerceklesti-
rildi. PCR tirtinleri %1’lik agaroz jele 5 nl ytiklenerek
agaroz jel elektroforezinde kontrol edildi.

Bu calismada gerceklestirilen enzimle kesim ana-
lizleri igin reaksiyon tiipli bagina 10 iinite BsmAlI
(Fermentas, Litvanya) restriksiyon endoniikleaz en-
zimi kullanildi. PCR tiriinleriyle enzimlerin reaksi-
yon stireleri 16 saatte, 55 °C’de (optimum sicaklik
degeri) gerceklesti.

PCR iirtinleri TTGE elektroforezi yapilmadan 6n-
ce 95 °C’de 30 saniye denature edildi ve 45 dakikalik
bir periyotta 1.1 °C/dk hizinda 45 °C’ye kadar yavas
yavag sogutuldu.”” PCR iiriinleri esit hacimde 2X
ylikleme boyast ile boyanarak %8’lik poliakrilamidli
6 mol/L fiire iceren jellere yiiklendi. Alti-sekiz saat
130 voltta 1~2 °C arasinda degisen sabit bir sicaklik
artis1 ile yiriitildi (yazilim programi: WinMelt
2.0.13'ten yararlanilarak sicaklik aralig1 hesaplandi).
Glimiis boyama ile boyanan jellerde bant farklilig:
gosteren Ornekler yeniden PCR ve piirifikasyon son-
rast “well-red” ile isaretli “cycle sequencing” kitleri
(Beckman Coulter, California, ABD) kullanilarak dizi
analizine sokuldu. Dizi analizi i¢cin Beckman Coulter
CEQ 2000XL cihazi kullanild: ve sonuglar Beckman
Coulter 4.3.9 yazilimi kullanilarak okundu.

BULGULAR

Yetmis isitme engelliden birinde m.1555A>G mu-
tasyonu pozitif bulundu (Sekil 1). Mutasyon tasiyan
ornekte agoroz jelde yalnizca mutant DNA'ya ait
bantlar gozlemlendigi i¢in, bu mitokondriyal genom
homoplazmik olarak kabul edildi. Bu olgu 24 yaginda
tiiberkiiloz tanisiyla streptomisin kullanmaya basla-
mis; ancak, ilk birka¢ dozdan sonra isitme kaybi1 ne-
deniyle birakmak zorunda kalmisti (Sekil 2).

Aminoglikozit kullanim 6ykiisii olmayan ve sen-
sorinoral isitme kaybi olan iki hastada PCR-TTGE
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Sekil 1 - MTRNR1'deki 1555A>G mutasyonunun BsmAlI restriksiyon endoniikleazi ile gosteren ago-
roz jel elekroforezi goriintiisii. Ilk kuyucuktaki ornek marker (@X174 Haelll), ikinci kuyucuk-
taki ornek BsmAlI enzimi ile muamele edilmemis (Uncut) PCR tiriinii (1604 bg), 1, 2 ve 4-9.
ornekler m.1555A>G mutasyonunu tasimayan 1113, 285, 206b¢’lik ii¢ bant veren bireyleri,
3. ornekte bu mutasyonu tagiyan 1398 ve 206b¢’lik iki bant1 veren bireyin PCR iiriinii. Pozi-
tif ve negatif kontrol ornekleri bu jelin sag kismunda kalmis olup goriintiilenmemistir.
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yontemiyle bant degisikligi saptandi. Daha sonra
DNA dizi analiziyle bu degisikligin 750. pozisyonda
A>G polimorfizmi oldugu bulundu (Sekil 3). Diger
orneklerde MTRNRI1 geninde baska bir degisiklige
rastlanmadi.

TARTISMA

Bu arastirmada m.1555A>G mutasyonu 70 isit-
me engelli arasinda bir bireyde (%1.43) bulunmus-
tur. Arastirmaya katilan tek postlingual baslangic-
I1 isitme kayb1 olan ve aminoglikozitle dogrudan
iliskilendirilebilen kiside bu mutasyona rastlan-
mast ilgi cekicidir. Tiirkiye’de boyle bireylerin ta-
ranmas! halinde biiyiik olasilikla daha fazla mu-
tasyon tasiyiciya ulasilabilecegi distiniilmiistiir.
Bu calismada mutasyon saptanan kisinin ailesinde
isitme kayipl bagka birey bulunmamaktadir. An-
cak mutasyon mitokondriyal DNA’da bulundugu
ve anneden kalitildig i¢in bireyin annesi ve kar-
deslerinde de ayn1 mutasyonun bulundugu kesin-
dir. m.1555A>G mutasyonunun aminoglikozit kul-
lanimi oldugunda 30 yasinda penetransinin %97
oldugu, aminoglikozit kullanmaksizin ise %40 ol-
dugu bildirilmistir."” Bu nedenle bu ailede
m.1555A>G mutasyonu tasiyanlarda aminogliko-
zitle karsilasma olmasa da yas ilerledikge isitme
kayb1 ortaya c¢ikma riski bulunmaktadir. Ancak
bundan ¢ok daha 6nemlisi bu mutasyonlar: tasi-
yanlarin aminoglikozitle karsilasmasi mutlaka on-
lenmelidir.
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Arastirmamizda m.1555A>G mutasyonu disin-
da iki isitme engellide m.750A>G polimorfizmi ol-
dugu goriilmiistiir. Bu polimorfizm ilk kez 1992’de
Brown ve ark." tarafindan tanimlanmuistir. 125
rRNA geninin de aralarinda bulundugu RNA gen-
leri, evrimsel agidan yiiksek derecede korunmus
bolgelerde bulunmaktadir. Fakat, m.750A>G degi-
siminin de i¢inde oldugu nadir goriilen 21 poli-
morfizm, protein kodlamayan genlerde kontrol
gruplarinda da tanimlanmistir. Bu degisime,
onemli polimorfik sikliklar incelenirken farkl: et-
nik kokenli gruplarin kontrol grubunda da rastlan-
mistir."” Bu yiizden, bu degisimin bir nétral poli-
morfizm oldugu ve hastalik yapici bir etkisinin ol-
madig1 soylenebilir. Bizim m.750A>G buldugu-
muz olgulardan biri sporadik bir olgudur ve ami-
noglikozit kullanim 6ykiisii yoktur. Yine aminogli-
kozit kullanma Oykiisii olmayan diger olgunun ai-
le agacinda bagka isitme engelliler olsa da
DNA’daki degisimin kalitimi isitme kaybiyla bir-
likte gitmemektedir.

Arastirma sonunda, aminoglikozit ile iligkili ve-
ya iliskisiz yukarida tamimlananlar disinda
MTRNRI1 degisikligi bulunamamigtir. Bu durum
Tirk toplumunda m.1555A>G disinda yaygin bir
MTRNR1 degisikliginin bulunmadigini diistindtir-
mistiir. Ancak daha fazla aminoglikozit kullanma
oykiisti olan isitme kayipli bireyin arastirilmasiyla
yeni mutasyonlarin bulunabilmesi olasidur.

Bu calismada aminoglikozit kullanimi 6ykiisii
olan bir olguda m.1555A>G degisimi bulundugun-
dan bu konuda biraz bilgi verilmesinin uygun olaca-
g1 diistiniiyoruz. Aminoglikozitler yiiksek dozda
verildiginde neredeyse tiim memeli tiirlerinde isit-
me kaybr ortaya cikarabilmektedir. Ancak kisa siire-

TCAAALAAQGODO ACA AQCATCA AQGCACO
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Sekil 3 -m.750A>G polimorfizminin dizi analizi goriintiisii.
Mutasyon noktasi okla isaretlenmistir.
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li ve normal dozda aminoglikozit kullanimu ile isit-
me kayb1 gelisebilecegi bu antibiyotiklerin insanlar-
da kullanilmaya baglanmasindan kisa bir siire sonra
anlasilmistir. Bu tiir ototoksisiteye genetik bir yat-
kinlik olabilecegi ve bu genetik degisikligin mito-
kondriyal DNA icinde olma olasilig1 ilk kez 1989'da
ortaya atilmistir."” Iki y1l sonra Cin’in bir bolgesinde
763 isitme engellinin 167’sinde (%22) aminoglikozit
kullanim 6ykiisii oldugu goriilmiis ve isitme engelli
ailelerde tartismaya yer birakmayacak sekilde anne-
den (mitokondriyal) kalitim oldugu gosterilmistir."”
Bu ailelerden iicii ve biiyiik bir Arap-Israil ailesinde
mitokondriyal DNA incelendiginde isitme kayb1
olan tiim bireylerde 125 rRNA (MTRNRI) geninde
1555. pozisyonda adenin niikleotidinin guanine do-
niistiigii bulunmustur.” Aminoglikozitler etkilerini
bakterilerdeki kiiciik ribozomal RNA’ya baglanip
protein sentezini degistirerek veya durdurarak ya-
parlar. Mitokondriyal DNA dizisi bakteriyel
DNA'ya benzerlik gostermektedir. m.1555A>G mu-
tasyonu insan mitokondriyal DNA’sinda olustugu
zaman bu benzerlik artmakta ve aminoglikozitler
daha kolay baglandiklar1 RNA molekiilii iizerinde
mitokondriyal protein sentezini azaltmakta veya
durdurmaktadir.”” Bu sekilde ortaya gikan enerji
iiretiminde azalma igitmenin normal fizyolojisinin
bozulmasina yol agmakta ve geri doniigsiiz bir ha-
sarla sonuclanmaktadir.

Daha sonraki yillarda yine mitokondriyal
MTRNRI1 geninde m.1494C>T mutasyonunun Cinli
bir ailede aminoglikozit ototoksisitesine yatkinlik
yaptig1 gosterilmistir.” Aymi gendeki 961delTinsC (n)
ve m.1095T>C mutasyonlarinin da aminoglikozit
ototoksisitesiyle ilgili oldugu One siiriilmiis, ancak
heniiz ispatlanmamistir.”’ Ancak her durumda bu-
gline kadar tanimlanan mitokondriyal mutasyonla-
rin aminoglikozit ototoksisitesine yatkinlik yapan
genetik degisikliklerin tamami oldugu sdylenemez.
Aminoglikozit kullanimina bagh isitme kaybmin en
stk gorildigii tilkelerden olan Cin’de yapilan bir
arastirmada mitokondriyal kalitim gosteren ve hep-
sinde isitme kaybinin aminoglikozit kullanimiyla il-
gili oldugu gosterilen 34 ailenin yalnizca 16’sinda
bir mitokondriyal mutasyon gosterilebilmistir."

Bu arastirmanin sonunda aminoglikozit ototoksi-
sitesine genetik yatkinlik yapan mitokondriyal
m.1555A>G mutasyonunun Tiirkiye’de bulundugu
bir kez daha gosterilmistir. Aminoglikozit kullanil-
masi gereken bir hastada aile dykiistinde aminogli-
kozitle iliskili veya iligkisiz, dogustan veya daha
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sonradan ortaya ¢ikmus, progresif veya progresif ol-
mayan, her tiirlii siddette ve frekansta sensorinoral
isitme kayb1 olup olmadigr sorulmaldir. Ancak bu
aragtirmanin sonucu da gostermektedir ki, bu sekil-
de alinan 6ykii negatif bile olsa o bireyde aminogli-
kozit ototoksisitesine yatkinlik yapan bir DNA de-
gisikligi bulunabilir. Aminoglikozit kullanmadan
once bu genetik degisikliklerin kisa siirede tespiti
glindeme gelebilir. Mutasyon bulunmasi hastada
ve anne tarafindaki akrabalarinda aminoglikozit
kullanimi igin kesin bir kontrendikasyon olustur-
malidir. Heniiz bu tiir degisikliklerin tamamui bilin-
mediginden mutasyon sonucunun negatif gikmasi
diger degisiklikler konusunda bilgi veremez. Bu
nedenlerle aminoglikozit kullanimindan miimkiin
oldugunca kacinmak ve ¢ok zorunlu hallerde isit-
menin ¢ok yakindan izlenmesi tek secenek olarak
kalmaktadhr.
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